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Description 

L'invention concerns des polynucleotides, plus particuiierement des fragments ^oligonucleotides, \ 
fixes de fagon covalente a un support solide, un proc6d6 de preparation de ces polynucleotides — ou 
6 oligonucleotides — supported, des prodults intermediates utiles pour leur fabrication, des precedes pour 
leur obtention, ainsi que leurs applications. 

L'invention concerns plus particuiierement encore des techniques permettant [a production de sondes 
a I'aide des polynucleotides plus particuiierement des fragments d'oligonucl6otides ci-dessus. II s^agit plus 
specialement de sondes mettant en oeuvre des sequences d'acides nucieotidiques de petite taille, 
10 notamment des oligonucleotides pouvant comporter moins de 50 ou m§me moins de 20 nucleotides, ces 
sondes etant support6es par un support solide ou fixees a celui-ci. 

Les techniques de detection bas6es sur 1'hybridation entre une sequence determinee de nucleotides 
utilise* en tant que sonde et une sequence de nucleotides complements! res de ceux de la sonde, 
eventuellement contenue dans une composition renfermant des acides nucleiques, sont maintenant bien 
is connues du specialiste. Ces techniques restent cependant difficiles a mettre en oeuvre et ne sont 
susceptibles de conduire a des resultats raproductlbles qu'entre les mains de specialistes tres entratnes, et 
ce plus particuiierement lorsque e'est la sonde qui est fixes a un support et que le melange d'acides 
nucleiques contenant eventuellement le fragment de nucleotides a detecter est amenee et maintenue au 
contact de ces sondes dans des conditions permettant 1'hybridation. 
20 La fabrication de sondes supportees fait en general intervenir des reactions de fixation des sequence- 
sondes au support. Ces fixations, eventuellement renforcees par I'usage de r6actifs chimiques (par 
example carbodiimide ou reactrfs de diazotation). s'effectuent cependant en general en des points ou sites 
repartis au hasard le long des sequences nucieotidiques en cause. II en r6sulte cependant que seules les 
parties non fixees de la sonde sont expos6es, dans des conditions permettant leur hybridation eventuelie, 
25 avec les sequences nucieotidiques complementaires eventuellement contenues dans un melange. 

On cornprendra par consequent que tes modes de fixation dassiques cessent rapidement d'etre 
applicables £ des sequences sondes de faible longueur. 

Dans la demande WO85/01051 au nom de Molecular Biosystems, publiee le 14 mars 1985, on decrit des 
supports polymeres pour la synthase d'oligonucieotides. 
30 Cette synthase est realisee comme suit (voir page 6, lignss 4 & 19 de la demande Internationale): 
a — on choisit un support polymere, 

b — on fixe une amorce a ce support, une partie de I'amorce possedant un ou plusieurs substituants 
oxydables, 

c — on protege les substituants oxydables avec des groupes de biocage f 
35 d — on protege les groupes reactifs du support polymere avec des groupes de blocage, 
e — on condense des nucleotides sur I'amorce pour synthetiser un oligonucleotide, 
f _ on eiimine les groupes protecteurs des substituants oxydables apres synthese complete de 
('oligonucleotide, 

g — on oxyde selectivement les substituants oxydables a I'aide d'un agent oxydant, 
40 h — simultanement, ou apres I'etape g, on traite ['oligonucleotide avec une base et on recupfere 
I'oligonucieotide. 

L'amorce peut Stre un ribonucieoside lie au support polymere par sa base. 

Selon I'exemple 1 ou 3, la base de l'amorce est une adenine. Elle est reliee au support par 
l'intermediaire d'un groupe dodecylamine fixe en position 6. 
45 Les moyens decrits correspondent i des oligo et polynucleotides supportes diff6rents de ceux de 
l'invention et en particulier ne permettent pas d'acceder avec le memo type d'amorce fix6e a un support a 
des oligonucleotides monobrins ou doubles brins supportes. 

Dans Chem. Ber. 107 (1974), 24—33, on decrit la synthese chimique de deoxyoligonucl6otides. 
Le premier deoxynucieotide, dont fa position 3' est bloquee par un groupement acetyle, est fixe par 
so nntermediaire de son groupe phosphate en position 5' sur une amorce. 

Le groupement de blocage en position 3' est aiors eiimine et un nouveau nucleoside bloqu6 en 
position 3' est fixe sur le groupe— OH libere de l'amorce par nntermediaire d'un groupe phosphate en 5'. 
La synthese est poursuivie et lorsque le nombre desire de nucleotides a 6t6 fixe, I'oligonucieotide est 
detache du support polymere a I'aide d'un melange aclde trif1uoroacetique/CH a C1 2 , ce qui eiimine 
55 egalement les groupements protecteurs de I'amorce. 

Le groupe 5' phosphate lie a I'amorce est ensuite libere par oxydation a I'aide de periodate et beta 
elimination avec de 1'ammonlaque. 

La DAS 2841414, la demande 6P 027631 et I'ouvrage Affinity Chromatography, 1978, pages 1 f 77, 183,* 
261—270 et 384 d6crivent des composes renfermant un cycle adenine uni par liaison covalente £ urn 
50 support. 

L'invention a pour but de fournir des sequences nucieotidiques supportees de tres faible taille, eel les-cl 
pouvant soit elles-memas intervenir dans les reactions d'hybridation avec des sequences nucieotidiques 
complementaires dans des conditions dassiques, soit servlr d'amorces a la fixation de sequences plus 
longues a ce mfime support. 
65 L'invention concerne egalement un precede d'obtention de ces polynucleotides supportes, precede 
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qui results de I'adaptation appropriee des techniques de synthase ^oligonucleotides en phase solide, par 
exemple les methodes dites aux phospho-triesters ou aux phosphoramidites, dans des conditions telles 
que Ton puisse en definitive disposer d'oligonucleotldes non proteges, caracterises par des sequences 
determlnees, lies de facon covalente a un support solide. 
5 L'inventlon concerne tout d'abord une molecule supportee qui, en quelque sorte r peut etre consideree 
comme I'amorce possible de la realisation d'un oligonucleotide ou polynucleotide supporte. Cette 
molecule supportee comporte dans sa structure au moins un groupe nucleoside ou nucleotide fixe de 
facon covalente a un support solide, le site de fixation au groupe nucleoside intervenant au niveau de 
I'heterocycle entrant dans la constitution dudJt groupe nucleoside. Ce mode de liaison laisse alors libre les 

to hydroxyles du sucre et permet de constituer des chafnes oligonucleotidJques {ADN ou ARN) dans le sens 
3' -> 5' et/ou dans le sens 5' -* 3'. 

L'inventlon concerne en outre les oligonucleotides ou polynucleotides supportee qui natamment 
peuvent etre formes a partrr de la molecule supportee ci-dessus, par la mise en jeu des techniques 
anterieurement connues d'allongement de chalnes de nucleotides en phase solide, par exemple dans des 

15 conditions qui ont ete decrites dans les articles (1) a (6) de la bibliographie figurant a la fin de cette 
description, Le support permet egalernent ia synthese enzymatlque de fragments d'ADN ou d'ARN avec 
une ADN ou ARN ligase comme decrit dans ies references (13) et (14) (voir bibliographie). 

On observera cependant qu'en substituant la molecule supportee definle ci-dessus aux produits 
resultant de I'ancrage d'un premier nucleoside (desoxyribonucleoslde ou ribonucleoside) sur un support 

20 fonctionnalise approprie dans les precedes d'allongement de la chaTne nucieotidique selon les methodes 
classiques, il sera possible au moment de la realisation des operations de deprotection des sequences 
oligonucleotidiques synthetisees, d'obtenir la sequence nucieotidique ainsi synthetisee libre de tout 
groupe protBcteur, rnais toujours encore liee de facon covalente au support solide. En cela, le precede de 
I'invention se distingue des procedes anterieurs de synthese d'oligonucleotides en phase solide, dont 

25 I'etape finale de deprotection ou elimination des groupes protecteurs, notamment par un trattement acide, 
basique ou ces deux traitements, implique egalemBnt {'elimination du support. 

De preference, le site de fixation au support du groupe nucleosidique ou du nucleotide terminal de 
1'oligonucleotide ou polynucleotide se situe au niveau du sommet C— 4 du cycle pyri midine ou du sommet 
C— 6 du cycle purine, selon le cas, dudit groupe nucleoside ou dudit nucleotide terminal. 

30 De preference, la fixation covalente desdits groupes nucleosides ou nucleotides au support du genre 
en question se fait par I'intermediaira d'un bras dont la longueur correspond de preference a celle d'une 
chalne carbonee ayant de 4 a 20 atomes de carbone. 

II est clair que la longueur de cette chatne ne constftue pas en soi un facteur critique essentiel, si ce 
n'est qu'un bras trop court serait eventuellement incompatible avec I'exposition complete utterieure de 

35 I'oligonucieotide supporte a des acides nuclei ques contenant une sequence complementaire de 
nucleotides venant a leur contact, a i'occasion d'operations d'hybrjdation, et que des chatnes trop tongues 
seraient d'une trop grande flexibility pouvant egalement interferer avec la realisation d'une hybridation 
dans des conditions semblables. En particulier, les chatnes risqueraient de se replier. 

Les oligonucleotides ou polynucleotides fixes sur un support solide, selon l'inventlon, sont 

40 caracterises en ce qu'rls component au moins une structure de formula: 




*3 R 2 Jn 

dans laquelle: 

60 N repr6sente une base, telle que uracile, methyl-5-uracile (thymine), guanine, xanthine, methyl-5- 
cytosine, cytosine, amino-2-adenine, hypoxanthine; 

S represente un motif ribose ou desoxy-2'-ribose avec ft y representant un groupe OH, phosphate ou 
encore oligo ou polynucleotide, R 2 un atome d'hydrogene ou un groupe OH et R 3 un groupe OH, phosphate 
ou encore oligo ou polynucleotide, les chiffres (2'), (3') et (5') correspondant aux sommets, numerates de 

55 fagon dassique, des sucres en question, les sequences de 1'oligo ou polynucleotide pouvant etre 
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compl6mentaires et formant un double brin ou I'oNgonudeotide fixe sur I'amorce pouvant §tre replie en 
boucle en formant un double brin et etant fix6 sur I'amorce par fun des nucleotides de la boude, 

X represente un groupe divalent NH ou O fixe sur la base N au niveau des sommets 4 ou 6 
respectivement pour une base pyrimldlque et pour une base purique, 
5 6 rBpresente une chaTne carbonee de 4 a 20 atomas de carbone, 

A represente un support soiide, 

n represente le nombre de chaTnes fixees sur un meme support A, ces chaTnes pouvant etre differentes 
les unes des autres et fixees par des bras identiques ou differents sur le support, sous reserve que lorsque 
N represente une adenine et I'un des groupes et R 3 represente un groupe— OH et X represents NH, B 
jo sait different d'un radical dodecylamina. 

Un bras 6 prefer^ est constitue par une chaTne carbonee comprenant de preference de 4 a 20 atomes 
de carbone, dont certains peuvent le cas 6ch6ant etre remplaces par des heteroatomas tels que 0, N ou S. 

De preference, X— B correspond a une chaTne derivee d'une chaTne bifonctionnelle, telle que I'^thylene 
diamine, le diamino 1—6 hexane, le diamino 1—10 decane, la spermine, des diethylene-glycols ou 
15 dialcoylene-glycoJs. 

Selon une autre vairarrte preferee, le bras B renferme un groupe M" choisi parmi une fonction amide, 
ether, sulfure, urethane ou encore un groupe— NH— ligand, ce groupe M" resultant de la reaction d'une 
part du groupe r£actif M. situe a I'extremite d'un bras fixe a un nucleotide ou a un nucleoside, avec d'autre 
part un groupe react if M' fixe sur le support solids A. 
20 If est entendu que I' expression "support soiide" recouvre tout support qui peut rester insoluble dans 
au moins un milieu determine susceptible de contsnir des acides nucielques en solution. De nombreux 
supports peuvent etre utilises. 

Dans le cas de bras B forme d'une chaTne carbonee, le support soiide A est plus specialement choisi 
parmi ceux compatibles a la fois avec les solvents organiques et les tampons aqueux mis en oeuvre pour la 
25 preparation des molecules supportees. 

En variante, I'invention vise des oligonucleotides ou poh/nudeotides fixes sur un support A tels 
qu'obtenus par allongement de la chaTne nuc!6otidique en positions 3' et 5' d r une amorce repondant a la 
structure: 



30 



35 



40 



45 




dans laqueJJe: 

N represente une base, telle que uradle, m6thyl-5-uracile, guanine, xanthine, methyl-5-cytidine, 
cytidlne, thymidine, amino-2-adenine, inosine; 
so S represente un motif ribose ou desoxy-2'-ribose avec R 2 representant un atome d'hydrogSne ou un 
groupe OH; 

X represente un groupe divalent NH ou 0 fixe sur la base N au niveau des sommets 4 ou 6 
respectivement pour une base pyrimldlque et pour une base purique, 
B represente une chaTne carbonee de 4 a 20 atomes de carbone, 
55 A represente un support soiide, 

n represente le nombre de chaTnes fixees sur un mfime support A, ces chaTnes pouvant etre differentes 
les unes des autres et fixees par des bras identiques ou differents sur le support, rallongement des chaTnes 
etant suivi le cas echeant d'une deprotection des nucleotides ou des nucleosides. 

II s'agit par exemple de poiymeres, de silice ou de billes de verre, ces supports ayant cependant, ie cas 
6 o echeant, fait I'objet d'un trattement prealable (fonctionnalisation), ieur conferant des groupements 
fonctionnels susceptibles d'etre mis en jeu dans une reaction de fixation d'une molecule distincte, soit 
directement, soit par I'intermediaire d'un bras. Des supports de ce type sont dtsponlbles dans le commerce. 
!! s'agit par exemple des gels du type polyacryimorpholide, par example ceux commercialises sous la 
designation "ENZACRYL K— 2". 
65 Lorsque le bras B est termine par un radical fonctionnel M, le support soiide A ne doit pas foro6ment 
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r£pondre & ces exigences et est choisi parmi n'importe quel type de support existent sur le march6 tels que 
las agaroses, notamment ceux commercialises sous la marque Sepharose, les polyacrylemides, 
polystyrenes ou cellulose. 

^invention vi6e egalement un procede de preparation d'oligonucleotides et de polynucleotides tels 
5 que defmis ci-dessus. 

Ce procede est caractense en ce qu'ii comprend la reaction 

a) du sommet 6 ou 4 respectivement d'une base purique ou pyrimidlque d'un nucleoside ou d'un 
nucleotide, ce sommet etant active par un derive* heterocyclique ou par I'intermediaire d'un chlorure 
d'acrde, avec 

io b} un groupe terminal NH 2 ou OH d'un bras B, tel que ddfini dans la revendication 1, fixe a un support 
sofide, 

c) la synthase de ia chame nucleotidique en 3' et/ou 5' selon les techniques classiques, suivie le cas 
echsant d'une deprotection des nucleotides et nucleosides. 

Selon une autre variante, la synthese des oligonucleotides et polynucleotides de ['invention 
15 comprend: 

1) la reaction du sommet active 6 ou 4 respectivement d'une base purique ou pyrimidlque situee dans 
une position quelconque dans un oligonucleotide synthetase au prealable, avec un groupe terminal reactif 
d'une chafne bifonctionrielle, puis 

2) la reaction du nucleoside ou du nucleotide fonctionnalise obtenu avec un support solide approprie. 
20 De preference, cette variante est effectuee selon la reaction illustree par le schema suivant: 



40 dans lequel R t a R a , S, N, X, B, M" et A sont tels que definis ci-dessus, M est choisi parmi — NH 2 , — SH, 
—OH, — COOH ou NH-ligand, et M' reprasente, respectivement compte tenu des significations ci-dessus 
de M un groupe — COOH, — SH, —OH ou NH*, B (M") signifiant que B renferme le groupe fonctionnel M" 
qui results de la reaction de M avec M' definl plus haut 

Selon un aspect de grand interet, dans le procede, ou la variante d6finie ci-dessus, on fixe un 
45 oligonucleotide double brin fonctionnalise en position 4 ou 6 respectivement d'une base pyrimidique ou 
purique sur un support M'A. 

La liaison entre M' et A' est rialisee selon les techniques classiques, illustr6es en particulfer par les 
schdmas sufvants: 



X B — M + M'-A — 



25 



30 




X— B(M")-A 



50 




3' 

"*~~B-(M'')-A 



55 



5' 



3' 



+ 



B-(M")A 



60 





La synthase des oligonucleotides comportant un bras M" est effectuee chimiquement & I'aide des 
nucleosides modifies X et Y d^crits dans la demande de brevet 8413096 du 22 aout 1984 aux noms de 
65 Tlnstitut Pasteur et du CNRS. En incorporant les nucleosides modifies en 3', 5' ou en un ou plusfeurs sites 
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quelconques de la sequence, on fait reaglr & la fin de la synthase une chatne X - B - M' comma illustre 

dans les examples (11.2 et 111.1), 

On s'assurera naturellement que le fragment d'oligonucleotide porta un bras avec une extrtmlte 

reactive M, pour que la liaison covalente M" pufsse s'etabllr avec le support portant la fonctlon M' activSe. 
5 D'une maniere avantageuse, cette variante permet de greffer la sequence d'ADN (ou ARN) preparee a 

I'aide d'un synthetiseur automatlque et purifiee manuellement par CLHP ou electro p ho rese avant d'fitre 

mise en reaction avec une fonctlon activee du support, ce qui conduit a I'obtention d'un fragment d'ADN 

purifte lie de fagon covalente au support solide. 

On remarquera egalement qu'il est possible de mettre 2 ou plusieurs fragments d'oligonucteotide 
70 monobrin ou double brin en une seule reaction chlmique. 

Un mode d'activation prefere du sommet 6 ou 4 respectivement de la base purique ou pyrimidique du 

nucleotide comprend la fixation sur ce sommet d'un derive heterocyclique, du type trtazole, nitro-triazole, 

tetrazole, par exemple selon I'une des techniques decrites dans les references bihliographiquas indiquees a 

la fin de cette description. Des nucleosides {ou le nucleotide terminal d'un oligonucleotide) ainsi actives 
/5 peuvent alors etre mis en reaction avec un support fonctionnalise porteur de groupes fonctionnels 

terminaux NH^ par exemple pour produire la reaction representee par Le schema qui suit: 



20 



25 

DMTO 



30 



35 




OBz 



40 



45 Dans les formulas chimiques qui precedent: 
A represente un support solide, 
Bz represente un groupe benzoyle et 
DMT represente un groupe dimethoxytrityle. 

II va de soi que tout autre type de reaction chimique mettant en jau ('activation prealable des memes 

so sommets des bases heterocycliques, ou de tout autre groupe eventueilement prealablement fb<6 sur ces 
bases, et la reaction du groupe active avec le support dans les conditions sus-indiquees peut etre 
envisages Pour memoire, on rappellera par exemple les precedes d'activation qui ont eta decrits des 
m£mes sommets des bases heterocycliques, par I'intermSdiaire d'un chlorure d'acide (reference 
biblfographiques (10) et (11), 

55 Le precede selon {'invention permet done de realiser nucleotide par nucleotide (ou groupe de 
nucleotides par groupe de nucleotides) des oligonucleotides de synthese finalement exempts de tout 
groupe protecteur et lies de fagon stable a un support solide. II a ete constate que les traitements chimiques 
basiques et acides classfquement utilises pour la deprotection des sequences oligonucleotldiques ne 
modrfient pas la stability de la sequence nucleotidique complement de protegee sur le support. Les 

eo supports portant ainsi des sequences hybridables peuvent etre mis en oeuvre dans toutes applications 
mettant en jeu un tel type de reaction. 

La technique selon I'invention permet done, non seulement la realisation de sequences 
oligonucleotldiques de faible taille, liees de fagon covalente et stable a un support, mais encore cf acides 
nucieiques plus importants, egalement lies k ce meme support, 

65 [[ peut egalement etre envisage de fixer sur un meme support plusieurs oligonucleotides ayant des 
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sequences nucleotidiques distfnctes, notamment apres activation des bases de laurs nucleotides 
d'extremrtes respectives et fixation a des extremites de bras distincts portea par ce meme support. 

Comma indique cl-dessus, les fragments d'ADN ou d'ARN peuvent etre synthettses sur la molecule 
supportee par vo?e enzymatique a J'aide d'une ARN ligase selon le schema: 

i— (I rHl 

5 ' OH(N^3' OH + pNp T A TF^ 5 ' OH(N) n Np 

4 

w ligase 3'—*-$' 



5 P(N) ffl 3'P 4 (ML (NUN) m 3 'P 



n > 3 m ^ 1 



5'— ~3' 



On notera en outre, que invention peut etre mise en oeuvre de fagon a autorlsar la separation finale de 
20 I'oligonucleotide forme du support par des reactions chimlques ou enzymatiques decrltes dans fa 
litterature (12). La separation peut intervenlr, sort en un site specifique a proximite du support ou a 
I'extremite du bras, sort dans un site prevu dans la chafne nucleotidtque elle-meme. 

Par example, il peut etre envisage que les premiers elements de la sequence nucleatidique soient 
formes de ribonucleotides, les suivants etant alors tous constitues par des desoxyribonucleotides. La 
25 separation entre la chains de desoxyribonucleotides et le support pourra alors etre realises de fagon en soi 
connue, par exemple par un traltement au moyen de reactifs chimiques, ou d'une ribonuclease. 

Les oligonucleotides ou les polynucleotides mono brin ou double brin, fixes sur un support solide, tels 
que definls ci-dessus, sont utilisables pour {'elaboration de sondes pour la detection de sequences 
complementaires, ce qui permet de purifier ou d'identifier de I'ARN ou de I'ADN. Ces sondes revetent 
30 egalement un grand rnteret pour la separation d'un polynucleotide complements! re contenu dans une 
solution amende au contact de cette molecule supportee, la detection ou la separation etant mise en oeuvre 
dans des conditions autorisant leur hybridation mutuelfe. Grfice a la formation d'un double brin sur le 
support rl est possible de purifier les proteines donnant lieu a une interaction avec un fragment d'ADN. 
D'autres caracteristiques de invention apparaltront encore au cours de la description qui suit 
35 d'exemptes preferes de construction de molecules supportees conformes a ('invention et d'elongation aux 
fins d'eiaboration d'oligonucleotides. Bien entendu, cette description ne present© aucun caractere timitatif. 

Exemple I 

Foncttonnalisation d'un Support Polyacrylamide 
4Q On utilise comme supports, les resines A 1f Ag et A 3 dont la fonctlonnalisation est realises comme suit: 

Resine ^ 

On porta a 175°C un melange de polyacrylmorpholide (gel ENZACRYL K — 2, 1 g) et de diamino 1—10 
decane (1 g) dans Methylene glycol (14 ml) & 175 fl C pendant une nuit. On ajoute de la glace au milieu 
4S reactronnel refroidi, puis on filtre. La resine est lavee successivement par de I'eau (35 ml), de I'acide 
chlorhydrique 0,1 N (35 ml), du carbonate de sodium 0,1N (35 ml), de I'eau (35 ml), du methanol (70 ml), 
puis sechee sous vide (1 g). La proportion de fbnction amine greffee, determines par dosage gisin est de 
440 micro M/g pour la resine A,. 

so Resine A 2 

On prepare de meme, a partir de 3 g du gel ENZACRYL K— 2 et de 25 ml d'ethylene diamine, la resine 

A*. 

55 



60 



65 
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Resine A3 



100 mg du gal ENZACRYL K— 2 et 100 mg da spermine, chauffes & 160°C dans 2 ml d'ethylene glycol 
pendant une nuit, conduisent h 80 mg de lysine A s . 

5 1) Fixation du triazofo-4 0-dim6thoxytrityf-5' benzoyls' -thymidine (compose 1) sur la resine 4, 



On laisse a temperature amblante un m6lange de 200 mgde resine fonctionnalisto A, et de 150 mg du 
compose / dans 4 ml de dioxane, Aprfes 5 jours, ia r6slne est essor6e, rincee avec du dioxane ou du 
25 methanol et dosee. Le dosage du dimSthoxytrityl (DMT) (par UV & 507 nm) & I'aide de I'aride benzene 
sulfonique (ABS) indique une substitution de 31 microM/g. 

Si on fait reagir la resine avec 85 mg supplemental res du compost 1, la substitution aprfcs 3 jours 
passe k 63 micro M/g. Un traitement d I'ammoniaque concentree a 50X (une des conditions da 
deprotection des sequences d'oligonucleotides) pendant 5 heures n'altere en rien raccrochage du 
30 nucleotide (dosage du groupe dimethoxytrityle). Si Ton chauffe dans I'ammonlaque concentree i 50°C 
pendant une nurt, le dosage du DMT montre une parte de capacrte de 10%. 

2) Fixation du triazolo-4 O-dimethoxytrityl 5 1 0-(chhrO'2 phenyl b&a-cyano&thyl)phosphate-3' thymidine 
(compose 2) 
35 sur la resine A T 
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On larsse a temperature ambiante pendant 20 jours, 220 mg de resine A lf 1 05 mg du compost 2 dans 
2 ml de dioxane. La charge de ia resine evaluee par detritylation est de 71 microM/g. 
but la resine A 2 

0 



10 



15 



DMTO 




20 



0 ^-OCHgCHgCN 



OC 6 H 4 CI 

On laisse a temperature ambiante pendant 14 jours, 250 mg de resine B, 100 mg de compose 2 dans 
4 ml de dioxane. Le dosage par ABS indique une substitution de 32 microM/g. 

3) Fixation du triazolo-4dibenzoyt-2\& Q-(chioro-2 phenyt-b&a cyano^thyOpbosphate-3' uridine (compose 

26 3) 

sur la resine Aj 
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OC 6 H 4 CI 

On laisse a temperature ambiante 200 mg de resine A v 100 mg du compose' 3 dans 4 ml de dioxane 
pendant 25 jours. Afin de quantifier la substitution de la resine, on effectue un coup lege apres acetylation 
des amines du support (anhydride acetique a 10% dans la pyridine). 

Apres decyanoethyiation de la resine dans un melange de triethylamine/pyridina/eau (1/3/1), 
coevaporation dans la pyridine, on ajoute 60 mg du compose 7 et 60 mg d'agent de couplage (le 
triisopropyl benzene-sulfonyl nitrotriazole (IPSNI) dans 300 microlitres de pyridine* Apres une heure, la 
resine est rincee avec de la pyridine, puis un melange CH 2 CyMeOH: 90710, puis dosee. La detritylation par 
TABS (acide benzenesulfonique), indique une substitution de 29 microM/g en dimere. 

4) Fixation du triazofo-4 O-dimtithoxytrityf-S' benzoyl thymidine (compose 1) suria rdsineA 3 
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On laisse a temperature ambiante pendant 13 jours 65 rng de resine A,, 30 mg du compose 1 dans 1 ml 
de dioxane. La charge de (a resine substitute est de 94 microlWg. 

Example H 

5 Support de Silice 

1 ) Fixation du trtazolo-4 O-dimethoxytrityf-5' benzoyl-3* thymidine compost 1 sur/a silica 
"fonctionnalis&e" 



15 



CH2-0 



DMTO 

OBz 

On laisse a temperature ambiante 500 mg de silice "fonctionnalisee" avec une chalne amlnopropyle 
(SMCH^Na,) et 200 mg du compose 7 dans 4 ml de dioxane. Apres 20 jours, on obtient une substitution de 
85 microM/g. 

is 2) Fixation dutriazolo-BO-dimethoxytrityl-S' benzoyl N-isobutiryi-2 deSoxy2 t guanosine (compos*- 4) 

NH-CH 2 CH 2 CH 2 — (si) 

30 

DMTO 

35 

BzO 

On laisse a temperature ambiante 500 mg de silice PORASIL fonctionnalisee avec une + chalne 
40 aminopropyle et 200 mg du compose 4 dans 4 ml de dioxane. Apres 20 jours, on obtient une substitution 
de 16microM/g. 

Example III 
BillesdeVerre 

45 ^Fixadondutnazoio^O^imeVioxytrityi^benzoy^ 1)surun support de verre 

poreux (en biiles) 

O OAc 




50 



55 



II I /~\ 

NH(Ch^ )g NN— C— O— CHgCKj CHg"^"! SI J 

DMTO-1.0J Su PP° rt A 4 

OBZ 

so On laisse & temperature ambiante 1 g de biiles de verre poreux (de diametres 500 Angstrdms) 
fonctionnalisees par les chalnes apparaissant dans la formule sus-indiquee et commercialisees par la 
societe PIERCE sous la designation CPG:AALC 500 Angstroms, et 310 mg du compose / dans 8 ml de 
dloxanne. Apres 16 jours, le support presente une substitution de 22 microM/g, 

Afin de verifier ia stabilite de ia liaison nucleoside-support, les biiles de verre ainsi fonctronnahsees 

6$ sont chauffees a 50°C pendant une nuit: le dosage du dimethoxytrityl en 5' n'a pes change; d autre part, le 
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contrdle par chromatographic en phase liquldesous haute presslon (CLHP) montre I'absence d'heterocycle 
dans le filtrat 

Ca support a servi a construire una sequence de "18-mer" avec un rendement moyen de couplage de 
85% avec la methode au phosphotri ester, selon la mSthode dScrite dans la reference bibliographique (4). 
Apres deblocage de tous ies groupements protectees, le fragement d'ADN lie au support est hydrolysS par 
I'acide chlorhydrique 2N pendant 5 heures: on retrouve dans ie filtrat Ies 4 bases utllisees dans le rapport 
convenable (dosage CLHP). 

2) Fixation du triazoto-AQ-dim&hoxytrityW benzoyf-2' 0-(cMoro-2ph4nyl-b6ta-cyBno&hyt)pho$phate-3' 
uridine (compo$6 5) sur un support de verre poreux 



DMTO 




0 OBz 



0=^-OCH 2 CH 2 CN 

OC 6 H 4 CI Support A5 

On laisse a temperature ambiante 200 mg de biiles de verre CPG/AALL 600 Angstroms (PIERCE), 50 mg 
du compose 5 dans 2 ml de dioxane. Apres 17 jours, la substitution est de 10 microM/g. 

Exemple IV 

Synthese d'un 1 5-mere a Partir de la Molecule Supportee A5 avec Elongation Dans le Sens 5'— 3':5' 

CCCAGTCACGACGTT 3' 

150 mg de support A5 (1,8 umoles) sont decyanoethyles par un melange 1/9 de t-butylamine/pyndine 
puis couples avec Ies trimeres suivants: H0 CC c, HO^, HOcac, HOqac et H0 07Ttf , chaque tope de couplage 
tont precedes de la decyanoethylatfon de I'oligomere interm&iiaire forme* Le support est ensuite soumis 
aux conditions de deblocage de la sequence: TMGPAO 1 M une nuit puis NH 4 OH SOX 5 h. 

Afin de verifier la presence de I'oligomere synthetisS sur le support, on soumet 50 mg de ces billes a 
une hydrolyse elcaline (NaOH 2N a 60°C pendant 10 min.). Apres purification sur Sephadex G — 10 (TEAB 
0,05 M), Ies 2 OD recueillis sont purifies par chromatographie liquide sous haute presslon ICLHP) (Zorbax 
ODS; gradient d'acetonitrile dans un tampon d'acetate de triethyiammonium 10— 2 M pH 6,5; temps de 
retention 10,64 min.). Apres dfitritylation par I'acide antique 80% pendant 4 h, on obtient 0,23 OD du 15- 
mere (11% du produit brut) (temps retention 11,52 min. pour I'oligomere 3' OH et 18,69 mm. pour 
I'ollgomere 3' OTr sur HS— 5 C18. 



Exemple V 

Synthase d'un 1 5-mere a Partir du Support A5 avec Elongation Dans le Sens 3'— 5': 5' 

CCCAGTCACGACGTT 3' 

100 mg de support A5 (1,2 umoles} sont detrityles par I'ABS a 2% puis acetyls par un melange 179 
d'anhydride acetique dans la pyridine. La premiere tope consists en un couplage 3'— 3' entre le su PPfrt 
decyano6thyl6 et le nucleoside DMTt OH (rendement 61 %), puis 5 couplages classiquas 3'— 5' avec GT, 
DMT GAC, DWT CAC, DMT AGT et T, CCC (rdt moyen 80%). Le support est soumis aux conditions da deblocage 
(TMGPAO 1 M une nuit et NH4OH 50°C 5 h). L'oligomere est decroche du support pour caractfrisation, par 
hydrolyse alcaline (NaOH 2N 10 min.). 50 mg de ces billes conduisent a 1,6 OD apres purification sur 
Sephadex G— 10. Apres purification par CLHP et detritylation on obtient 0,35 OD du 1 5-mere (22% du 
produit brut) (HS— 5 C18; temps retention 11,57 min. pour le 3'OH et 17,25 min. pour le 3' OTr), 

Exemple VI 

Synthese d'un 34-mere Comportant un Site de Restriction Rsal a Partir du Support A4 
La synthese a ete realisee mutuellement par la m$thode au phosphotriester (sur 100 mg de billes) et 
automatiquement par la methode au phosphoramidite (a partir de 30 mg de billes). La presents d'un site de 
restriction Rsal dans (a sequence permet de controler la synthese. La premiere tope consists a marquer Ies 
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extremites 5' du support (polynucleotide kinase) puis a faire agir I'enzyme de restriction Rsal en presence 
d'un 16-mere complements ire synthase de facon classique. Sur le gel d'electrophorese des surnageants, 
on note la presence pour les deux supports d'une bande correspondant a un 9-mere resultant de la coupure 
enzymatfque. 



w 



20 



35 



5' ^ 



J Rsal [34m] 



*l 1 [9m] 



[16m] 



HEPTAMERE 2: DMT e CGCGCGC OH 

Apres synthese en phase liqulde selon la methode au phosphotriester de I'heptamere "active" 
DMTt TGCGCGC puis substitution par I'hexanedlamlne, I'oiigomere fonctionnalise (118 mg; 32 umoles) est 
debloque selon les conditions classiques. Apres purification sur Sephadex G — 10, at CLHP (Zorbax ODS; 
tps de retention 11,40 min.}, on obtient 2,3 mg de I'heptamere 2 ayant I'hydroxyle 5' dimtthoxytnle. 

NH-(CH 2 ) 6 -HNI)CCK 1 

25 SUPPORT 1: 5' CG M *CGCG M ec 3' 

Aux 200 mg de Sepharose 4B activee laves selon les conditions decrites (Ha 10"' M), on ajoute 1,2 mg 
{0,54 umoles) de I'heptamere t en solution dans un ml de tampon a de reaction (NaHCOg 0,1 M et NaCI 
0,5 M>. Apres 1 h a temperature ambiante et la nuit a 4°C, le support est essore sur fritte et lave ayec ie 
30 tampon a. Les fonctlons activees du support n'ayant pas reagi sont bloquees par un tampon b (Tris-HCI 
0,1 M; pH 8; 1 ml pendant 1 h a 4°C)> Le support est ensuite rince par un cycle de tampons c et d (c: Tris 
0,1 M et NaCI 0,5 M pH 8. d\ acetate de sodium 0,1 M et NaCI 0,5 M pH 4). 



NHHCH^^N-CO^^S 
SUPPORT 2: 5' M e CGCGCGC 3' 



Aux 200 mg de Sepharose 4B activee laves selon les conditions decrites on ajoute 1,1 mg (0,50 moles) 
40 de Theptamere 2 en solution dans 1 ml de tampon a. Apres 1 h a temperature ambiante et la nuit a 4°C, le 
support 2 est traite comme prec6demment (cf support 1). 

La substitution des supports 1 et 2 peut etre evaluee par dosage en UV a 507 nm du cation DMT+ 
(detritylation par I'acide trichloracetique). ^incorporation est de 90% environ, sort 2,4moles/g pour le 
support 1 et 2,2 mole/g pour le support 2. 

45 

Verification-Controle 

Les supports 7 et2 (10 a 20 mg essores) sont soumis a une hydrolyse acidB (HCI 2N a 80°C), ainsi que le 
support active de depart 3 et ce meme support active soumis a un hexamere non fonctionnalise CG ME CGCG 
4. Ceux-ci serviront de blancs a notre test. L'analyse par CLHP des hydrolysats indique la presence des 

50 bases cytosine et guanine pour les supports / et 2 et une faible association (10%) dans Je cas du support 4 
qui peut etre due a une absorption de I'hexamere sur le support. 

On soumet les supports / et 2 a Taction de la phosphodiesterase I (Crotalus durcissus): 1 mg de 
support dans 1 00 ul de tampon (0,025 M Tris et 0,05 MgCI 2 pH 9) et 10 ul d'enzyme (10 ug) portes 3 h a 37°C 
puis une nuit a temperature ambiante. 

55 L'analyse des surnageants bruts par CLHP sur Partisil PXS 10/25 SAX (isochratique; 1 0— 2 M KH 2 P0 4 0t 
1 0— 1 M de KCI, pH « 5) indique pour les supports 7 et 2 la presence de pdC et pdG (tps de retention de 10,7 
et 18,4 min. identlques aux temoins) alors que le test est negatif pour fe support 4. 
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to Revendications 

1. Oligonucleotides ou polynucleotides fixes sur un support solide, caracterises en ce qu'ils 
comportent au moms una structure de formula: 
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dans laquelle: 

N represents une base, telle que uracils, methyl-5-uracile, guanine, xanthine, methyl-5-cytosine, 
cytosine, amino-2-adenine, hypoxanthine; 

S represente un motif ribose ou desoxy-2'-ribose avec R n representant un groupe OH, phosphate ou 
encore oligo ou polynucleotide, R 2 un atome d'hydrogene ou un groupe OK et R s un groupe OH, phosphate 
ou encore oligo ou polynucleotide, les chrffres (2'), (3') et (5') correspondent aux sommets, numerotes de 
facon classique, des sucres en question, les sequences de l'oligo ou polynucleotide pouvant etre 
complementaires et formant un double brin ou 1'oiigonucleotide fixe sur 1'amorce pouvant etre replie en 
boucle en formant un double brin et etant fixe sur 1'amorce par Tun des nucleotides de la boucie, 

X represente un groupe divalent NH ou 0 fixe sur la base IM au niveau des sommets .4 ou 6 
respecttvement pour une base pyrimidique et pour une base purique, 

B represente une chalne carbones de 4 a 20 atomes de carbone, 

A represente un support solide, 

n represente ke nombre de chatnes fixees sur un meme support A, ces chalnes pouvant etre differentes 
les unes des autres et fixees par des bras identiques ou differents sur le support sous reserve que lorsque 
N represente une adenine et I'un des groupes R t et R 3 represente un groupe— OH et X represente NH, B 
soit different d'un radical dodecyiamine. 

2. Oligonucleotides ou polynucleotides selon la revendication 1, caracterises en ce que B represente 
une chalne carbones de 4 a 20 atomes de carbone, dont certains peuvent, le cas echeant, etre rempiaces 
par des heteroatomes, tels que O p N ou S. 

3. Oligonucleotides ou polynucleotides selon la revendication 1, caracterises en ce que X— B 
correspond a une chalne derives d'une chaTne bifonctionnelJe telle que I'ethylene diamine, le diamino 1—6 
hexane, le diamino 1 — 6 decane, la spermine, des diethylene-glycols ou dialcoyieneglycols. 

4. Oligonucleotides ou polynucleotides selon la revendication 1, caracterises en ce que B renferme un 
groupe M" cholsl parmi une fonction amide, ether, sulfure, urethane ou encore un groupe— NH-IIgand, ce 
groupe M" resultant de la reaction d'une part du groupe reactif M, situe a I'extremite d'un bras fixe a un 
nucleotide ou a un nucleoside, avec d'autre part un groupe reactif M' fixe sur le support solide A. 
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5. Oligonucleotides ou polynucleotides fixes sur un support A tels qu'obtenus par allongement de ia 
chaine nucieotidique en positions 3' et 5' d'une amorce reporidant h la structure: 
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dans laquelle: 

25 m represente une base, telle que uraclle, methyl-5-uracile, guanine, xanthine, methyl-5-cytidine, 
cytidine, thymidine, amino-2-ad6nine, inosine; 

S represente un motif ribose ou desoxy-2'-ribose avec R 2 representant un atome d'hydrogene ou un 
groupe OH; 

X represente un groupe divalent NH ou 0 fix6 sur la base N au niveau des sornmets 4 ou 6 
30 respectivement pour une base pyrimidique et pour une base purique, 
B represente une chatne carbonee de 4 a 20 atomes de carbone, 
A represente un support solide, 

n represente le nombre de chatnes fix£es sur un meme support A, ces chatnes pouvant fctre diff£rentes 
les unes des autres et fixees par des bras identiques ou drfferents sur le support, I'allongement des chatnes 
35 etant suivi le cas 6cheant d'une ddprotection des nucleotides ou des nucleosides. 

6. Precede de preparation d'oligonucieotities ou de polynucleotides selon Tune des revendications 1 a 
5, caracterise en ce qu'il comprend la reaction 

a) du sommet 6 ou 4 respectivement d'une base purique ou pyrimidique d'un nucleoside ou d'un 
nucleotide, ce sommet etant active par un derive het6rocy clique ou par I'intermediaire d'un chiorure 

40 d'acide, avec 

b) un groupe terminal NH 2 ou OH d'un bras B, teJ que defini dans la revendicatfon 1 , fixe 3 un support 
solide, 

c) la synthase de ta chaine nuc!6otidlque en 3' et/ou 5' selon les techniques classiques, suivie le cas 
echeant d'une deprotection des nucleotides et nucleosides. 

45 7. Procede de preparation d'otigonucieotides ou de polynucleotides selon Tune des revendications 1 a 

5, caracterise en ce qu'il comprend; 

1) la reaction du sommet active 6 ou 4 respectivement d'une base purique ou pyrimidique srtuee dans 

une position quefconque dans un oligonucleotide synthetase au prealable, avec un groupe terminal reactlf 

d'une chatne bifonctionnelle, puis 
60 2) la reaction du nucleoside ou du nucleotide fonctionnalise obtenu avec un support solide approprie. 
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-> 8. Precede selon la revendication 7, caractarise en ce qu'on effectue la reaction illustree par le schema 

suivant: 

X B — M + M' — A— 

5 



JO 



15 



20 



25 



30 



35 




R 1-| 




X — B(M")-A 



dans lequel R, a S, N, X, B, M" et A sont tels que definis ci-dessus, M est choisi parmi — NH 2 , — SH, 
—OH, — COOH ou NH-ligand, et M' represents, respectivement, compte tenu des significations ci-dessus 
de M un groups — COOH, — SH, — OH ou NH 2 , B (M") signrfiant que B renferme !e groupe f onctionnel M" 
qui resulte de la reaction de M avec W defini plus haut 

9* Procede selon Tune des revendi cations € a 8 caracterise en ce que le sommet de la base purique ou 
pyrlmidique a ete active par fixation d'un derive heterocyclique du type triazole, nitrotrfazole ou tetrazole 
ou par rintermediaire d'un chlorure cfacide, 

10. Procede de preparation d'ollgo nucleotides ou de polynucleotides selon les revendications 7 ou 8, 
caracterise en ce qu'on fixe un oligonucleotide double brin fonctionnaltse en position 4 ou 6 
respectivement d'une base pyrlmidique ou purique comma defini dans la revendication 8, sur un support 
M'A* 

11. Sondes, pour la detection de sequences complementaires, la separation d'un polynucleotide 
complementaire contenu dans una solution, ou encore la purification de proteines, caracterisees en ce 
qu'eltes sont constitutes a partir d'un oligonucleotide ou d'un polynucleotide mono brin ou double brin 
fixe sur un support selon Tune quelconque des revendications 1 a 5. 



Patents nspriiche 

40 1. Oligonukleotide oder Polynukleotide, die auf elnen festen Trager fixiert sind, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie mindestens eine Struktur mit der Formel besitzen: 
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in der: 




Jn 



N eine Base darstellt, wie Uracil, Methyl-5-uracil, Guanin, Xanthin, Methyl-5-cytosin, Cytosin, Amino-2- 
adenin, Hypoxanthin, 

S eine Ribose- oder Desoxy-2'-rfbosegruppe darstellt wobel eine OH-, Phosphat- oder weitere 
65 Oligo- oder Polynukleotidgruppe darstellt, R 2 ein Wasserstoffatom odar eine OH-Gruppe und R 3 eine OH-, 
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Phosphat- oder weitere Oligo- Oder Palynuldeotidgruppe, die Ziffern (2'), (3') und (5') den Positioner! der 
fraglichen Zucker entsprechen, die in klassischer Wefse numeriert sind, die Sequenzert des Oligo- oder 
Polynukieotids kOnnen kompfementar sein und einen Doppelstrang blldan oder das OKgonukleotid, das auf 
das Anfangsstuck fixiert 1st kann in eine Schleife gefaltet sein wobei es einen Doppelstrang biidet und 
durch eines der Nukieotide der Schieife auf das Anfangsstuck fixiert 1st, 

X eine divalente NH- oder O-Gruppe darstellt, die an die Base N fixiert ist in Hdhe der Posjtfonen 4 oder 
6 entsprechend fur eine Pyrimidinbase oder fur eine Purinbase. 

B eine Kohienstoffkette darstellt mit 4 bis 20 Kohlenstoffatomen, 

A einen fasten Trager darstellt, 

n die Zahl der fixierten Katten auf einem Trager A darstellt diese Ketten kdnnen voneinander 
verschieden sein und durch identische oder verschiedene Arme auf dem Trfiger fixiert sein, unter 
Vorbehalt, daft wenn N ein Adenln darstellt und eine der Gruppen R, und R 3 eine OH-Gruppe darstellt und 
X NH darstellt, B von einem Dedecylaminradikal verschieden ist. 

2. Oligonukleotide oder Polynukieotids gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B eine 
Kohienstoffkette darstelit mit 4 bis 20 Kohlenstoffatomen, von denen gegebenenfalls einige durch 
Heteroatome wie 0, N oder S ersetzt sind. 

3. Oligonukleotide oder Poiynukleotide gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc X— B einer 
Kette entspricht, die von einer bifunktionellen Kette abgeleitet ist, wie Ethyiendiamin, Diamino-1,6-hexan, 
Diamino-l,6-<tecan, Spermin, Diethyl en glykoie oder Dialkoylenglykole. 

4. Oligonukleotide oder Poiynukleotide gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft B eine 
Gruppe M" elnschlieBt, die ausgewahlt ist aus einer Amid-, Ether-, Sulfide Urethanfunktion oder ferner 
einer — NH-Ligand-Gruppe, diese Gruppe M" resultiert aus der Reaktion einerseits der reaktiven Gruppe M, 
die am Ende eines Arms liegt der an ein Nukleotid oder an ein Nukleostd fixiert ist, mft andererseits einer 
reaktiven Gruppe M', die auf den festen Trager A fixiert ist. 

5. Oligonukleotide oder Poiynukleotide, die auf einen TrSger A fixiert sind, erhalten durch VeriSngern 
der Nukleotidkette in den Posltfonen 3' und 5' von einem Stuck entsprechend der Struktur: 



N eine Base darstellt wie Uracil, Methyl-5-uracil, Guanin, Xanthin, Methyl-5-cytidin, Cytidin, Thymidin, 
Amino-2-adenin, inosin, 

S eine RIbose- oder Desoxy-2'-ribosegruppe darstellt, wobei R 2 ein Wasserstoffatom oder eine OH- 
Gruppe darstellt, 

X eine divalente NH- oder O-Gruppe darstellt, die an der Base N fixiert ist in H6he der Positionen 4 oder 
6 entsprechend fur eine Pyrimidinbase oder fur eine Purinbase, 
B eine Kohienstoffkette darstellt mit 4 bis 20 Kohlenstoffatomen, 
A einen festen Trager darstelit, 

n die Zahl der Ketten darstellt, die auf demselben Trager A fixiert sipd, diese Ketten k&nnen 
voneinander verschieden sein und durch identische oder verschiedene Arme auf dem Trager fixiert sein, 
die Verlangerung der Ketten wird gegebenenfalls durch eine Deprotektion der Nukieotide oder der 
Nukleoside erreicht 

6. Verfahren zur Herstellung von Oligonukleotlden oder von Polynukleotiden gemSB einem der 
AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daS es die Reaktion umfafit: 

a) der Position 6 oder 4 entsprechend einer Purinbase oder Pyrimidinbase eines Nukleosids oder eines 
Nukleotids, wobei diese Position aktiviert ist durch ein heterocyclisches Derivat oder durch Vermittlung 
eines Saurechlorids, mit 

b) einer NH a - oder OH-Endgruppe von einem Arm B, wie im Anspruch 1 definiert, der an einen festen 
TrSger fixiert ist, 

c) die Synthese der Nukleotidkette bei 3' und/oder 5' gemafc den klassischen Techniken, 
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gegebenenfalls gefolgt von einer Deprotektion der Nukleotide und Nukleoside. 

7. Verfahren zur Herstellung von Oligonukleotiden oder von Poiynukleotlden gemSfi einem der 
Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es umfaBt: 

1) die Reaktion der aktivierten Position 6 oder 4 entsprechend einer Purinbase odar Pyrimidinbase, die 
an frgendeiner Stelfe in einem Olfgonukleotid Hegt das zuvor synthetisfert ist mit einer reaktfven 
Endgruppe einer bifunktionaiJen Ketta, dann 

2) die Reaktion des erhaltenen funktionalisierten NukJeosids oder Nuklaotlds mit einem geeigneten 
festen TrSger. 

8, Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daft die durch das folgende Schema 
erlSuterte Reaktion durchgefuhrt wird: 
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in der R-, bis R ar S, N, X, B, M" undAwie oben definiert Bind, M ist gewShlt aus — N H ir — SH, — OH, — COOH 
oder NH-Ligand, und M r staflt entsprechend, unter Berucksichtigung der obigen Bedeutungen von M, eine 
^COOH— , — SH— , —OH— oder NH 2 -Gruppe dar, B (M") bedeutet, daB B die funktlonelie Gruppe M" 
einschlieBt die aus der Reaktion von M mit M' resultiert, die welter oben definiert wurde. 

9. Verfahren gemSB einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet daft die Position der Purin- 
oder Pyrimidinbase aktiviert wurde durch Rxierung ernes heterocyclischen Derivats vom Typ Triazol, 
Nitrotriazol oderTetrazol oder durch Vermittlung efnes Saurechlorids. 

10. Verfahren zur Herstellung von Oligonukleotiden oder von Pofynukieotiden gemaB den Anspruch en 
7 oder 8, dadurch gekennzeichnet daB ein Oligonukjeotid-Doppelstrang, der in Position 4 oder 6 
entsprechend einer Pyrimidinbase odar Purinbase funktfonalisiert ist wie im Anspruch 8 definlert auf einen 
Trfiger M'A fixiert wird. 

11. Sonden fOr den Nachweis von kompJementaren Sequenzen, die Trennung eines komprementSren 
PolynukJeotids, das in einer Losung enthaiten ist oder femer fur die Reinigung von Proteinen, dadurch 
gekennzeichnet daB sie aufgebaut sind ausgehend von einem Oligonukleotid- oder von einem 
Polynukleotid in Form eines Einzelstrangs oder Doppelstrangs, der auf einen Trager gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 5 fixiert ist 
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^'^Oligonucleotides or polynucleotides fixed on a solid support, characterised in that they comprise at 
least a structure of formula: 
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in which: *~ 

N represents a base such as uracil, methyl-5-uracil, guanine, xanthine, methyf-5-cytosrne, cytosme, 
amino-2-adenTne, hypoxanthine, 

S represents a ribose or a deoxy-2'-ribose moiety with R, representing an OH group, a phosphate or 
even an oligo- or polynucleotide, R 2 a hydrogen atom or an OH group and R 3 an OH group, a phosphate or 
even an oligo- or polynucleotide, the numbers {2% (3 # ) and (5') corresponding to the positions of the sugar 
residues in question, numbered in the accepted manner, the oligo- or polynucleotide sequences being or 
not complementary and forming a double strand or the oligonucleotide fixed on the primer may be bent 
into a loop by forming a double strand and being fixed on the primer by one of the nucleotides of the loop, 
X represents a NH or O divalent group fixed on the base N at the level of the positions 4 or 6 
respectively for a pyrimidins base and for a purine base, 
B represents a carbon chain of 4 to 20 carbon atoms, and 
A represents a solid support, 

n represents the number of chains fixed on a same support A, said chains may be different from one 
another and fixed by identical or different arms on the support, with the proviso that when N represents an 
adenin and one of the group and R s represent an — OH group and X represents NH, B be different from a 
dodecylamine radical. 

2. Oligonucleotides or polynucleotides according to claim 1 , characterised in that B represents a carbon 
chain of 4 to 20 carbon atoms, some of which may be replaced by heteroatoms such as O, N or S. 

3> Oligonucleotides or polynucleotides according to claim 1, characterised in that X — B corresponds to 
a chain derived from a Afunctional chain such as ethylene diamine, hexane 1,6-diamine, decane 1,6- 
diarnine, spermine, diethyl ene-gly cols or dialkylene glycols. 

4. Oligonucleotides or polynucleotides according to claim 1, characterised in that B contains a group 
M" chosen from among an amide, ether, sulfur, urethane function, or again a NH-ligand group, the group 
M" resulting from the reaction of a reactive grouping M, situated at the extremity of a spacer arm attached 

45 to a nucleoside or nucleotide, with a reactive group M' attached to the solid support A. 

5. Oligonucleotides or polynucleotides fixed on a support A such as obtained by elongating the 
nucleotide chain in the 3 f and 5' positions of a primer having the structure: 
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o«r m\ — flW ^JCCHXp, 
4 or 6 



^^wjjfOTOTto 3 base, such as uracil, methyl-5-uradl, guanine, xanthine. methyl-5-cytidine, cytldlne, 

X represents a NH or O divalent group fixed on the base N at the level of the positions 
respectively for a pyrimidine base and for a purine base, 
B represents a carbon chain of 4 to 20 carbon atoms, and 

n represents the number of chains fixed on a same support A, said chains may be different from one 
another and fixed by Identical or different arms on the support, the elongation of the chains being 
optionally followed by a deprotection of the nucleotides or nucleosides. 

6. Process for the preparation of oligonucleotides or polynucleotides according to any one of claims 1 
to 5, characterised in that it comprises the reaction: . . hl 

a) of position 6 or 4 respectively of a purine or pyrimidine base of a nucleoside or nucleotide, tnis 
position being activated by a heterocyclic derivative or by means of an acid chloride with 

b) a terminal NH* or OH group of an arm B, as defined in claim 1, attached to a solid support, 

c) the synthesis of the nucleotidic chain in 3' and/or 5 1 according to the usual method optionally 
followed by a deprotection of the nucleotides and nucleosides. 

7. Process for the preparation of oligonucleotides or polynucleotides according to any one of claims 1 

t0 ^HKaction of the activated position 6 or 4 of a purine base or pyrimidine base respectively located 
at any position in a previously synthesized oligonucleotide, with a reactive end group of a Afunctional 
chain, then , „> 

i) mi imam *a tfts 7m$mtmz& m&cu$vt> Tnmwtffr «^ 

support* % 

8. Process according to claim 7, characterised In that the reaction Illuatnrtod in thefollowmg scheme *e 

carried out: 



X B — M + M' -A- 



30 



35 



40 





X — B(M")-A 



-*5 



in which R, to R a , S, N, X, B, M" and A have the meanings defined above. M is chosen from among — NH 2 , 
— SH, — OH, — COOH or— NH-ligand, and M' represents, respectively, a — COOH, — SH, — OH or NH 2 group, 
depending on the meaning of M above, B (M"> meaning that B comprises the functional group M" which 
results from the reaction of M with M' as defined above. 

9. Process according to one of the claims 6 to 8, characterised in that the position of the purine or 
pyrimidine base was activated by attachment of a heterocyclic derivative of the trlazole, nftrotriazole or 
tetrazole type or by the intermediary of an acid chloride. 

10. Process for preparing oligonucleotides or polynucleotides according to claim 7 or 8, wherein a 
functionalized double strand oligonucleotide is fixed at position 4 or 6 of a purine or pyrimidine base 
respectively as defined in claim 8, on support M'A. 

11. Probes for detecting complementary sequences, the separation of a complementary polynucleotide 
contained in a solution, or again the purification of proteins, characterised in thatthey are elaborated from 
a single strand or a double strand oligonucleotide or polynucleotide according to any one of claims 1 to 5. 
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